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工 _ 要 轟匂
ジメ チ ル ニ ト ロ ソ ア ミ ン-(D はN) の飲料永投与による ラ ッ †肝放蕩形堺に
対する鋼の抑制効果に つ い て , 発慈の イ ニ シ エ
ー シ 才 ン段階と考えられて い る
D N A メチ ル 化の 面か ら, そ の抑制機序を検討した｡
DM Nの 1回投与にお い て, 鋼の投与によりD N A申の絵メ チ ル化豊は城少
し, ま た, D N A中の7- メ チ ル グア ニ ン (T-MeG) 及びO
b
- メ チ ル グア ニ ン
(oム ー 馳G) 董につ い て も減少が認められた｡ D M Nの 代謝活性は飼の投与量の
増加に応じて抑制され, また代謝活性化を必要としない メ チ ル ニ トロ ソ ウ レア
(M N U) に よ る銅投与ラ ッ ト の肝精製核D N A及びク ロ マ チ ンDN Aの メ チ
)i,化も抑制が認められ た｡ 従 っ て , D M N投与の場合に観察された 71MeG 及び
oもー MeG 豊の減少に 乱 射の DM N代謝清性の抑制に よるメ チ ルカ チオ ン生成
董の 減歩に加え, 鏑とD NA核酸塩基との 間で の緒体形成とい う直接的な相互
作用 によるメ チ ル カ チオ ン との反応抑闇効果が関与するものと推察された ｡
飼に加え, 銀, 永銀及び ベ 7) 7)サ ム の ク ロ マ チ ン D N A メ チル化に対する影
響 の比較検討を行 っ たとこ ろ, 銅は 7- MeG 及び 0
ム
ー MeG に加え, 3- メ チ)i,アデ
ニ ンの 生成も抑制する特徴を示し, 銀は Ob -HeG 生成を選択的に抑制した｡ こ
の両金属に つ いて 払 in vitro 系にお いて 推定されて い る核酸塩基との 結合
様式が in vivo 系において も存在し, メ チ ル 化抑制に関与して い る可能性が
示唆された｡
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Ⅱ ー 序 高島
発窓性N - エ ト ロ ソ化合物の 生体 へ の影響は多様で あり, 多くの動物種に つ
い て, 肝臓, 常備, 肺臓な どの種々 の臓器に対する発宕牲が認められて い る
ト l｡,
｡ こ の化合物の 申で N - ニ ト ロ ソ ア ミ ン系化合物 軌 食物を含む環境中に
そ の存在が見地され 1 卜 1 9', さ らに医薬品投与後や食物摂取後に , ニ 級ある い
は 三級アミ ン と亜硝酸と の反応により生捧内で合成される ことが報告されて い
る20
一 之5'
｡
こ の うち, ジメ チ ル ニ ト ロ ソ ア ミ ン (D MN) は代表的な化合物で
あり, 構造が単純で 強力ーな発癌性を有す る ことから, 発塔戦構解明の ための モ
デ ル 化合物 と して も多くの 研究が行われて い る
2 レ 3 5)
｡
一 般に , N - ニ ト ロ ソ 化合物に よる発慈倖用礼 砲のア ル キ)レ化荊による発
塔作用 と同様に, 生体高分子の ア)i,キ ル化によ るものと考え られており
3 = l'
,
特に D N A塩基の ア ル キル化修飾 乱 発窟のイ ニ シ エ ー シ 9 ン段階と して 位置
づ けられて い る
4 Z- 4 4 )
｡ D N A にお いて は, グア ニ ン (G) の N-7位の反応性
が最も高い こ とから, 以前は7一 丁 ル キル グア ニ ン と発癌との関連が考えられて
い た4 5, 4 b )｡ しかしなが ら, Ludlu m
4 7' により N-7位の メ チ ル 化体, すなわち
7- メ チ ル グア ニ ン (7- MeG) はGと同様に シ トシ ン (C) と正常な塩基対を形
成する ことが証明され, また, ア ル キ)i,化の 度合 と発篤との間に相関が認めら
れなか っ た
4B･ 4 9)
｡ D N A塩基の ア ル キ ル 化部位払 Gの N-7位の 他に, 同
N-3及び 0-6位, ア デ ニ ン (A) の N-1, ”-3及び N-7位, チ ミ ン (T) の 0こ2,
N- 3及び 0-4位, Cの 0-2及び N-3位があげられ, さ らに 1) ン酸残基の酸素原子
が考えられて い る が o, 51), 萌在で は Lo v eles s5 2) の提唱した Gの 0-6位の
ア ル キ)t'化 すなわちD M Nな どの メ チ ル 化荊は 0も- メ チ ル グア ニ ン (0
ム
ー HeG)
を生硬する ことが, 尉ヒと深 い関連がある と考え
.
られて い る 5 ㌻ 5 9'｡
G の 0-6位は, 核酸の 塩基対形成た直接関与する位置で ある｡ Ger chm a nと
Ludlu m” ) はシ チ ジ ル酸と 0も ーHeG の共重合体をR N Aポ 7)メ ラ ー ゼ め鋳型に
用 い , 合成されたR N A には C ではな くウ ラ シ ル が取り込まれ ることを報告し,
2
Abb｡tt と Saffhill… は E. c oli D N A ポリメ ラ
ー ゼ Ⅰを用い た場合に,
oふ_MeG に対して Tが取り込まれ易く, またその程度は他の塩基の相対的な豊
により変化する こ` とを報告して い る｡ また Nagata
b2' らは, 電子構造学的立
場か ら, 0ムー ueG が CよりもT と永素結合を形成し易い こ とを証明した ･ すな
わち, D N A複製の 際に はG ･ C一 一 A ･ T という変化が高率で起こり, 本来
G ･ C であ っ た遺伝情報が A ･ T に変化 し固定化されるこ とが発塔の
一 因と考
えられて い る b 3
- ” )
｡
一 方, 種々 の金属が核酸を含む生体成分と相互作用を有する ことが知られて
おり, 鉄や亜鉛, コ バ ル ト マ ンガ ンなどは必須飯豊元素として , 例えば酵素
の構造維持や活性発現に必要とされるように , 生体と深い かかわり合い を持 っ
て い るも7
- 7 2 〉
｡ これに対 し, カ ドミ ウ ム 7 3
‾ 7ム)や水銀ワ ト 8 0 な どは有書元素と
して知られ また, ニ ッ ケル
8 2- 8 5 '
, ク ロ ム
8 ふ'
,
ベ T)1)ウ ム 8 7'などの無機化
金物に つ いて は発富性が認められて い る ｡
近年, ある種の金属によ る制藩効果が見出され
8 8‾ ” '
, 加えて 制慈件用を有
する金罵措終に つ い て の 研究が, 白金措体を中心 に進められて い る
9 2- 9 5 '
｡
土れら金属の申で, 鏑は生物学的に必須な微量元素として, 造血及び結合組
織代謝を含む症範囲にわたり重要な役割を果して い る
' = 03'
｡ 加えて鏑晩
発慈の分野で は, 慈恵者の血清銅レ ベ ル と症状の度合との 相関が示されて おり
1 0 4- ” 尽〉
, また Cu (Ⅱ) (3,4,7,8- tetra methyl-1,10- phe n anthrolin e)
之ナ 10 9 )
や Ctl(Ⅱ) (3,5-diis opropyls alicylate)2 1 1 0)などの 銅措捧による洞窟作
用 に つ い て , 多数の 研究が進められ て い る 11 卜 117 )｡ さらに動物実験で 札 ア
ゾ色素118, l l n, thio a c etamide1 2 0 ), ethio nin e1
21) な ど構造の 異なる種々
の発漬物質によ る渡蕩形成に対し, 鋼塩の投与による抑制効果が朝告されて い
る ｡ ニ ト ロ ソ ア ミ ン系化合物によ る発慈に対する影響も検討されて おり
1 Z 2' 1 2 3 '
, ,
当研究室に おい て も, D M N によるラ ッ ト肝潅洛形成が銅塩の 注射投与に より
抑制され る ことを報告して い る1 Z 4)｡
3
In viv . で の抑御効果の 秩序解明を行うために 払 分子 レ ベ ル で の 検討が必
要で あり, そ の 貴も重要 と思われる核酸 レ ベ ル で 礼 金属イオ ンと核酸との 相
互作用が, 仔牛胸腺D N A, ヌ ク レオ チ ドや核酸ポリ マ
ー を用いた水溶液系の
in vitr o 実験におい て 研究されて い る
12 5- 130〉
o Eicbbo r n
1 3 1)は･ D N A由
融解現象に基づく融解曲線か ら, D N Aの 二重らせん構造の 安定性が共存する
金属イオ ンに より変化す る こ とを報告 し, 同時に核酸塩基に対す る金属イ オ ン
の 親和性は, Ni(Ⅱ)< 触 (Ⅱ)<Zn(Ⅱ)<Cu(Ⅱ)の頓に強くな る ことを示して
い る ｡ ま た Siss o eff
1 3 2' ら 払 D NA の 二 重らせん構造の安定性に及ぼす影
響の 面か ら金属の 分野を行 い , 馳(Ⅱ) は二 重らせん構造を安定化させ るが･
Ag(Ⅰ) 及び Hg (Ⅱ) な どは逆に不安定化させ ることを報告して い る｡ しか
しながら, 生体内 へ 投与 した場合の金属イ オ ン の D N Aへ の結合に つ い て 乱
売分な解明が行われて い ない ｡
著者払 N - ニ ト ロ ソ 化合物によ る発塔過程及びそ の抑制機序を考える 1モ
デ ル として , 当研究室で認め られた D M N によ る肝艦碁形成に対する鏑の 抑制
効果に注目し, D M Nに よる ラ .;ト肝D N Aメ チ ル 化に対する鋼の影響壷, 核
酸塩基の レ ベ ル で 検討した｡ さ らに銅に加え, in vitro にお いて は核酸塩基
部位 へ の親和性が高い とされて い る銀
1 3 3, 1 34)及び永銀1 3 5' 1 3 も)杏, また T) ン
酸戎基 へ の 親和力が強い とされて い る ペ T) T)ウ ム
1 3 T)を選び, 仔牛陶腺D N A
に対して , これ らの 金属を in vitro で添加した場合の D N A メチ ル化 へ の影
響を, 代謝活性化を必要としない ニ トロ ソ ウ レ ア系化合物で あるメ チ ル ニ トロ
ソ ウ レア (M N U) を用い て 比較検討し, また , これらの金尾を投与したラ ッ
トの
▲
肝臓より得たク ロ マ チ ン を用い , D N A メ チル化に対する影響を検討し,
生徒内に おける金属とD N Aとの相互作用につ い て 考察を行 っ た｡
4
Ⅲ _ 実 験 材 料
Ⅲ - 1. 動物
wistar 系雄性ラ ッ トを松本実験動物研究所 (君津)より購入 した｡ ･発塔実
態に は実験開始時体重110-120gの ものを, その 他の実験に は200
-220gのもの を
即 ､た ｡ い ずれも CE-2 固型飼料 (日本ク レア) にて飼育 し, 発窟実験以外は
水道永を自由に与えた｡ また屠殺18時間前か ら絶食 とした ｡
Ⅲ - 2. 試薬
Dinethylnitros a mine (DM N), Methylnitro soure a(M N U), 塩化ナ I
7)
ウ ム (NaCl), 塩化カ 7)ウ ム (ECl), 硝酸銀, 塩酸 (ICl), T) ン酸ニ 水素ナ †
T)ウ ム ･ 2水和物 (NaH之PO.), T)Iン酸ニ永素ア ン モ ニ ウム (NI4fIヱPO4), 1) ン
酸水素二 ナト7)ウ ム ･ p12水和物, T) ン酸 (R3PO4), Phe n ol, Ethylen eglycol
m o no e七hyl ether (2- ethoxy etha nol), ク エ ン酸三 ナトリウ ム ･ 2永和物
(Na, citrate), 酢酸ナ トT) ウム ･ 3水和物 (CH3COONa), Is opropanol, Diethyl
ether (ether), 酢酸, I)iphe nylamin e, 硫酸ア ン モ ニ ウム , ブ ロ ー ム チ モ ー )i,
ブ ル ー , ア セ チ)I/ア セ ト ン, Ethylenedia min etetra acetic a cid, disodiu m
s alt(E D T A), 2,4-I)in tr ophe nylhydr a zin e , Se mica rbazide I HCl, 塩化
マ グネ シ ウム ･ 6水和物 (HgC12), 水酸化ナトT)サム (NaO臥 炭酸ナ トTJ ウム ,
硫酸銅 ･ 5永和物 (CuSO4), 硫酸亜鉛 ･ 7永和物 (Zn Sod), 水酸化 パワサ ム ･
8水和物 (Ba(OE)2), 2,2,4- Trimethylpenta n e(is o octa n e), Åc etonitrile
(c?,cN), Su c rose, 尿素 (u re a), 塩化カ ル シ ウム ･ 2水和物 (CaCl之), グT)
セ リ ン , 鮎tha nol (MeOH), Etha nol, 過塩素酸 (HCIO.), エ チ レ ングリ コ
ー
ル , ジオ キサ ン, Guanin e及び Adenin e は和光純薬工業特級品を用い た｡
Sodiu m laulyl s ulfate (S D S), 2-Her captoetha n ol, Guanidine ･ HCl
及びナ フ ク レ ン は和光純葦エ業生化学用を用い た｡
硫酸 (H2SO4), 硝酸及びア ン モ ニ ア 水は和光純葦工業精密分析用を, ま た,
5
ク エ ン酸ニ ア ンモ ニ ウ ム ･ Sodiu m ”,”
- diethyldithioca rbam ate, Methyl iso
-
butyl ketone (M IB 臥 は和光絶薬工業原子吸光分
析用を用い た｡
アセ ト ン, Acetaldehyde 及び Fo rmaldehyde は和光銘菓工業
一 級品を･ ま
た フ ェ ノ ー ル 試案は和光終車工業製の もの を用い た｡
酢酸飼及び塩化第二 水銀は小宗化学薬品特級品
を, 硫酸 ベ 1)1]ウ ム は 三津和
化学薬品特級品を用い たo
sodiu mp- aminosalicylate (P良S
-Na) 及び Trito nX-100 法半井化学薬品製
の もの を用 い た｡
N-2
･
-Hydroxyethylpipera zin e
-N
I
-2- ethane sulfonic acid(HEPES)i
無水メ タノ ー ル , 2ふDiphe nylo xa z ole 及び 2,2
∫
- p -Pb- 1ene 心
-
(5-phenylo xazole) は ド
一 夕イ ト監 Tris (hydroxymethyl)
- amino metha ne
(Tris) は Merck 製, Ribon u clease 及び Protein
as e Kは Boehringe r
Hamheim 乱 そ してPr on ase E は科研科学製の ものを用
い た｡
Nic otin amide - adenine dinucleotide phosphate･
oxidized form
(β湖 DP十), Glu cose-6- pho sphate (G
-6- P) 及びG6P dehydr ogen a s eはオ
T)
ェ ン ク ル 酵母乱 過酸化永素は三菱ガ ス 化学製の もの を用い た｡
牛血清ア ル ブミ ン , 仔牛陶陳D N A, 7
- =ethylguanin e, 3- Methylade nin e
及び 6- Chlo r ogua nin e 及び金属ナトリ ウム は Sigma Che
mical 製の もの を用
い た ｡
oふ-Hethylgu a nin e 払 Balsiger
1 3 8 )らの方法を用い , 以下 の 方法で 合成し
た ｡
金罷ナ = ウム (300吋) に m etha n ollOml を加え, 冷後 6
- chlo rogu anine
(200Ttq) を加えた｡ こ の 混合物を 65-70℃ で18時間還流した｡ 反応混合物
を室
温まで放冷した後 , 酢酸を加えて中和し･ 拝発性物質を減圧下で 留去
した｡ 戎
存物を水より再結晶 し, 得られた白色針状結晶をU Vス
ペ ク T' レにネり同定 し
た｡
6
D M N(”-〔Methyト 1 4c〕 - ; 54.Omci /m m ol), M N U(”-〔methyト 3H]- ;
1.2Ci/m m ol) 及び 姐UASOL- Ⅱは Ne wEngla nd Nucle a rより寮入した｡-
Ⅲ - 3 滑定機器等
｡ 島津高速液体ク ロ マ トグラ フ LC-3且
島津紫外部吸耽検出器 SPD-2A
島津ク ロ マ トパ ッ ク C-RIA
ヤ マ ト科学 THE投出0- HATE BF-41
o 島津高速液体ク ロ マ トグラ フ LC-4A
島津紫外部吸収検出器 SPD-2且S
島津蛍光竣功器 RF-530
島津ク ロ マ トパ ッ ク C一足IB
P
E良M且OPTIAL WOEES,LTD. E設C- 3510
ヤ マ ト科学 T王IER凹0-出色TE BF-41
o 冷却遠心分離機 日立18P良一52塑, 日立20PR-52型
ロ ー タ ー : RPR18-336, RPR18-2, RPE20-2
b 超遠心分離嘩 日立70P-72型
ロ ー タ ー :SI!P28SA
o 卓上多本発達心機 久採田 EC-70
o 分光光度計 日立139型
o 自記分光光度計 日立340型
○ 液体 シ ンチ レ ー シ ョ ンカ ウ ンタ ー BECEMAN LS5800
｡ 原子吸光分光光度計 日立1TO-50A型
o 平沼式水銀濃度計 平沼 HG-1
o 超音波ホ モ ジナイ ザ - OHTAXE WO投ES So nicato r㊤
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Ⅳ 一 案 親 方 接
Ⅳ - 1. 由
実験群は,
o 対照群 (Co ntr ol 群)
o 飼単独投与群 (Cu 群)
o D M N単独投与群 (D MN群)
o D 地N ･ 銅並行投与群 (D M N＋Cu 群)
の 4群を設けた｡
銅坑 酢酸飼を滅菌精製永に 熔解 し, 鋼と して 2 喝 /kg b. ”. の用董で週1
回, 6 ヶ月間背面皮下投与 した｡ な お Contr ol 群及び D M N群に 払 生理食
塩永を同 掛こ投与した｡ 飲料水は精製永を用い , D M Nは 25ppm の港度で飲
料水中に混入し, い ずれ も6 ヶ月間自由に摂取させた ｡ なお各実験群とも飲料
永法 40ml/ラ ッ ト/日 の都合で 与え, 残董を珊定した｡
実験斯間中, 動物の捧重変化の朝定及び生存匹数の 確縁を行 っ た｡ 6 ヶ月後
に生存動物を 一 斉に屠殺し, 肝腫蕩の 発生を観察した｡
Ⅳ - 2. 金属淳液の 投与方法
金属塩は滅菌精製水に淳解 した｡ 飼と して 1 - lol曙/kg b. ”. の範囲で投与
する場合に は, 酢酸飼永淳液を1 固, また, 20曙 /kg b. ”. 投与の場合に は,
鋼と して 10∬好/kg b. ”. を24時間間隔で 連続2 回, それぞれ背面皮下投与 し
た｡ ま た, 永銀は塩化第二 水銀水溶液を, ベ 7) T)ウム は硫酸 べ T) リウ ム も そ
れぞれ金罷として 1 - 10喝 /kg b. ”. の範囲で銅と同様に投与した｡ 銀の場合
に は
モ 硝酸銀永韓液を銀と して 5及び 10吋/kg b. ”. で 1 回, または 10曙 /kg
b. ”. を24時間間隔で 連続2 回(20町ノkg b. ”.) または3 固(30喝 ･/kg b. ”.) 管
面皮下投与した ｡ なお い ずれの 金罷の場合にも, Co ntr ol 群に は生理食塩水を
背面皮下投与した｡
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金属投与24時間後に, D M Nの投与, 肝ミ ク ロ ゾ ー ム の鋼製, 肝精製核ある
い は肝ク ロ マ チ ンの 謂製などの 振作を行 っ た｡
” - 3. ラ ッ ト肝D N A メ チル 化の 定量
D N A中の 絵メ チ)i,化量の潮定に は 〔1 4c トD M N(30喝 /kg b. ”. ;P.74m
ci/巾 m Ol) 杏, ま た 7-HeG 及び 0
占
- heG 董の定量に は界標識D M N(30曙 /kg
b. ”.) をい ずれも腹腔内投与し, そ の 5時間後に肝臓を摘蝕し, 後記の方法にり
りD N Aを抽出精製した ｡
絶メ チ ル化登の翻定払 単軒D N Aを0.1N ECl中70℃で30分間加水分解し
た後, 一 定量を取り AaU且SO し Ⅱ10ml に溶解し, 液体シ ンチ レ ー シ ョ ン カウ ン
一 によりそ の放射活性を珊定した｡‾ま た, D N A董を Burton 変法
13 9) により
謝定した｡ ′
一 方, 核酸塩基 レ ベ ル で の 定量の場合に は, Pe r eira 1 4 0)らの方法を用い た｡
すなわち, 精製したD N A に2mH NaB2PO4 -NaO技(pH7.0) を加え, 沸騰水洛中
で30分間加水分解を行 っ た後, 0.1容量の 1N HClを添加 し, 永中に30分間静置
した｡ 遠心分離に より 7- MeG などを含む上浦部分と, G, A及び 0ム ーMeG など
を含む沈殿部分とに分 け, さらに沈殿は 0.1N HCl で洗 っ た後に, 0.1N 口Cl中
70℃で30分間酸加水分解 した｡ それぞ れの部分に つ いて , 陽イ オ ン交換樹脂を用
い た高速液捧ク ロ マ トグラ フ法 (H P L C) に よる分離定量を行い, D
バ
N A中の
7-HeG 及び Ob -MeG 董を求めた｡
○ 肝D N Aの抽出精製
Ⅹirby 法1 4 1)を応用して行 っ た ｡
摘出後直ちに氷 -NaCl申で 肝職を凍結し, 3倍量の 0.5%S D S含有PAS- Na
を加え, 氷冷下でホ モ ジナイズ した｡ 等容量の水飽和 phe n ol を加え, 室温で
1時間ゆるやかに坂塗し, 0℃, 9,000xg で20分間の遠心分離を行 っ た｡ この
9
永層を分取 し, 2- etboxy etban ol を等容姿重層し, ガ ラス 棒を用 い て粗D N
Å を巻き取 っ た｡ これを 0.1×SSC(0.015州 aCl＋0･0015M Na3 Citr ate) に
溶解後, P且S-Na を終濃度6 %となる様に添加した｡ 再び等容量の 2
- ethoxy
etha n｡1 を重層 し, D N Aを巻き取り, 20mM Tris -HCl(pB7.6) に溶解した ｡.
これに RNas e(80
｡
c, 10分間 の熱処理を行 っ たも の) を終濃度 50p g/ml とな
る様に加え, 37
｡
cで30分間反応させ た後, Pr on as e E (37
o
c, 2時間の 自己消
化を行 っ たもの) を終濃度 50pg/ml として加え, さ らに37℃ で30分間反応さ
せ た｡ 冷後, CI,COONa を終濃度4 %となる様に添加 し, 等容量の水飽和 phenol
を加えて室温で30分間ゆるやかに振塗した｡ 遠心分離後氷層を分取し, is opropan ol
を投拝しながら滴下 し, ガ ラ ス棒を用い て D N Aを巻き取 っ た｡ こ の D N Aを
etbe r で洗浄し, 精製 D N A とした｡
Ⅳ - 4. 肝ミク ロ ゾ ー ム の珊整
Lotlikar1 4之) らの 方法を用 い た ｡
動物を屠殺し, 速やかに冷.1.15 %ECl で肝蔵を麓流した後に掃出し, 肝重
量の 2倍量の 1.15 %甘Clを加えて ホ モ ジナイ ズ した｡ これを0℃, 9,000Ⅹg
で20分間遠心分離 し, そ の 上漕をさらに0℃, 105,000Ⅹg で60分間遠心分離し,
ミク ロ ゾ ー ム 分画を沈殿と して得た｡ これを 0.2M HEPES+NaOF(p耶 .4) に再
審親 し, e nzym e sou r se と した｡ Enzym e s o u r s eはス ク 7) 且 - 管に分注 し, ド
ライ アイ ス ー ア セ トンで 急速凍結後 - 80℃で保存 し, 使用時に は水中で解凍 し
た ｡ なおタ ン パ ク含量 は Lo w ry法1 4 3) により謝定した｡
Ⅳ - 5. 金属含董の潮定
鏑, 銀また辻水銀を投与 した動物か ら得た試料は硫 - 硝酸法で , また, ベ 7)
リ ウム を投与した場合の試料 は硝酸 一 過酸化水素法で , それぞれ湿式沃化 し,
飼はM I B K抽出法 = 4), 銀 は直接法, また ベリ T) ウム 法アセ テ ル ア セ † ン抽
1 0
出法を用い , フ レ ー ム 原子吸光法により各金属含量を測定した｡ 永組合量法浸
式厚子吸光法により測定した ｡
Ⅳ - 6. 旦 蜘 墜
D M Nより生成した for m aldehyde を2,4-dinitr ophenylhydr azo ne 誘導
捧と し1 45', H P LC により分離定量を行う Fa r r elly
1 4 b'の 方法を用 い た ｡
反応混合物は以下の 通りで あり, 絵容量は1ml とした｡
o.2M tIEPES-NaOE(pfI7.4), N A D P H産生糸 (1mH β -NADP
十
, SM胡 G-6- P,
G6P dehydr oge n ase 0.2unit/ml, 5mM HgCIz), 5mH s emicarba zide
･ HCl,
100pl ラ ッ ト肝ミ
■
ク ロ ゾ ー ム (タ ン パ ク含量約1喝), D M N水清液
N A D P H産生系の添加により反応を開始し, 37
'
cで20分間の反応を行 っ た｡
20 %ZnSO4 の添加に よ
p
り反応を停止させ, 約10分間氷冷後, さ らに飽和
Ba(0耳)2 を加え, 永申に30分間静置した｡ 遠心分離により得られた上滑を,
folm aldebyde の 定量に用い た｡
上清の 一 部に永を加えて 10ml とし, 2,4-dinitrophenylhydr a zin e試薬
(6N HCl に飽和させたもの) を加え, さらに水飽和 isoo cta n eを加えて , 塞
温で30分間水平に凝塗した｡ Is oo cta n e層を分取 し, その 中に含まれ る2 ,4-
dinitr ophe nylhydr a zone 誘轟捧を ac etonitrile に抽出し, H P L C用の 試
料とした｡
Ⅳ - 7. 肝精製核の 調整
Widhell14 7) らの方法を用い , 以下の 操件を0 -4
o
cで行 っ た｡
冷 0.32M su c ro se -3mtl MgCIz で海流 した肝臓に 3倍量の 0.32M su cro s e-3mM
MgC12 を加えて ホ モ ジナイ ズ し, このホ モ ジネ - トを2層のガ ー ゼ で淀過 した ｡ ,
渡液を0℃, 800xg で10分間遠心分離し, ペ レ ッ トと して粗按分画を得た｡ こ
の粗核を 2.加 stlCr OS e-lmt) MgCIz に再懸濁し, O
o
c, 50,00xg で1時間の
1 1
遠心分離を行 っ た ｡ 薄られた ペ レ ッ トを 0.25M s u c r os e-1mF] MgCl之 で 2度洗
い
, これを精製核と した ｡
Ⅳ - 8. M N U によ る精製核D NA の メ チ ル化
D N A約 50p gを含む精製核と 〔3fI] M N U(0.56prnoI M N U;10.7pCi
p m ol) を20mH HEPES- NaOH(pH7.4) 申で , 遮光下37℃ で60分間反応させ た｡
反応後, 0℃, 9,000Ⅹg で20分間の遠心分離に より精製橡を回収し, Boffa1 48 )
らの方法を用い て , 0.25NtICl申に ヒス トンを, 0.2M pho sphate buffe r(p耶 .4ト
6M u re a-0.1 % 2- m e rcaptoetha n oト0.4M gu anidine ･ ‡Cl申に非ヒス トンタ ン
パ クを, そ れぞれ0℃, 9,00Ⅹg で20分間の遼心分離後の 上婿と して抽暁除去
した ｡ 得られたペ レ ッ トを5 %tICIO4 で洗 っ た後, lo 粕HCIO4 中75
o
cで20聞
加水分解し, 藩心分離により得られた上滑を D N A分画とした｡
D N A分画を 0.45p mの フ ィ JL,タ - で渡過し, 渡液に 7- HeG 及び 0も ーMeG
の 標準溶液を加えた後, H P L C によ る分簡を行い , 7- MeG 及び 0ふ-F]eG 分簡
の放射活性を郷定した (Fig. 9)｡ なお, 放射活性は試料を ジオ 車サ ン系 シ ン
テ レ 一 夕 - 10ml に蒋解して 潮定 した｡
Ⅳ - 9. M N Uの 分解速度の漸定
Preu s s m a n n1 4 9) らの 方法を用 い て行 っ た｡
遮光した共栓付三角 フ ラ ス コ に 10m凹IEPES-NaOI(p耶 .4) を取り, 硫酸銅,
硝酸銀, 塩化第二 水銀ある い は硫酸ペ T)7)ウ ム を加えて よく投押して淳解した
級, M N Uの etban ol 蒋液をこれに加え (etha n ol の 終濃度 -10 %), 37℃
で 反応させた｡ 5分毎に反応蒋液の 一 部を取り; 400nm の吸光度を卿定し, 分
解が偽 一 次反応 に従うもの と して , そ の 分解速度定数を求めた｡ なお反応液中
の 金属イ オ ン濃度払 M N U濃度に対する比が m etal io n/M N U-1.16,
5･79, 11･6 及び57･9 (モ ル 比×10- ≡) となる様に, そ の 金属塩を添卸した｡
1 2
Ⅳ - 10. M NU によ る仔牛祝勝D N A のメ チル 化
仔牛陶陳D N A約100p glと金属を37℃ で予めイ ン -
- ト し, この溶液
M N Uの etha nol 落液を加え (ethaふo1 の終演圧
-10 %) , 遮光下37
●
cで
60分間反応させ た｡ 反応後0･1容量の冷 2･5=CH3COONa 及
び2容董の 浄 etha n ol
を添加 し, 3,000rpm で10分間の遠心分離 によりD N
Aを回収 した｡ こ の D NA
を冷 etha n ol で2度洗浄 した後, Ⅳ
- 3･ と同様の 操作を行い , 7-MeG 及び
oふ-MeG の 生成董を求めた｡ なお本実験におい て 臥 上滑部分に含まれる 3
-
メ チ ル アデ ニ ン (3一朗eA)
1 4 0) の定董も併せて行 っ た｡
Ⅳ - ll. 肝ク ロ マ チ ン の調整
Ma r u shige
15 0'ら及び Wong1
5 1' らの 方法を用い た｡
摘改した肝掛こ3倍量の 0.32M s uc ro se
- 1･5mH CaC12-10mM HEPES- NaO甘
(pH7.4) を加えて ホ モ ジナイ ズ し･ ホ モ ジネ
- トを2 層の ガ ー ゼで渡過し,
渡液を0℃ , 1,000Ⅹg で10分間遠心分離して 粗検分蘭を
ベ レ ッ 化 して得た｡
この ペ レ ッ トを 0.32H s uc r o s e-1. 馳 CaC12
- lOmM nEPES- NaOH (pH7･4)- 1 %-
Trito n X- 100で2度洗 っ た後, 0･88H suc ros e
-1･5mM CaC12-10m = EPES-NaOE
(p耶 .4) 申に再懸濁し, 0℃, 1,500Ⅹgで10分間速心分離し, 得られた
ペ レ ッ
トを精製核と した ｡ 精製掛こ 10m M EPES-NaO技 (p耶 ･4) を加えて再懸濁した
級, 等容量のグT)セ T) ンを加えて よく現拝 し,
- 20℃で保存した｡
精製核の50 %グT)セ 7) ン溶液を 10mM EPES
- NaO‡(pB7･4) で5倍希釈し,
o℃ , 10,000Ⅹgで10分間遠心分離 した乱 得られた ペ レ ッ トに 10n打HEPES
-
NaO‡(pm .4) を D N A含量が約2mg/ml とな る様に加え, 超音波ホ
モ ジナ
ィザ 一 に より, 50W で2分間ホモ ジナイ ズ した ｡ その 後, 0℃, 17,000Ⅹgで
20分間の遠心分離 により, ク ロ マ チ ンを上浦部分と して得た｡･
1 3
Ⅳ - 12. M N U による ク ロ
マ テ ン の メテ ル 化
Mar ushige
1 5O' らの 方法を用い て行 っ た｡
約500pg の D NAを含むク ロ
マ チ ン溶液に･ D N A中の絵メ チ ル 化養測定
の
場合に は 〔
3H]- M N U(llp m ol;0･18pCi/ pm
ol) 杏, 核酸塩基 レ ベ ル で
･
の検討に お い て は 11pr”1 M N Uを･
そ れぞれ ethanol 涼液 (終 雛
- 10 %)
と して加え, 遮光下37
｡
cで60分間反応させた｡ NaClを終濃度 0･15H と
して加
ぇ, さ らに1.3倍量の冷 etha n ol を加え
た後, 0℃ , 3,000rpm で10分間遠心
分離L, ク ロ マ チ ンを ベ レ バ と して 回収
した｡ この ペ レ ッ トを冷 ethanol で
2度洗 っ た後, 1m … EPES
-NaO技(pE7･4) に溶解 し, メ チ ル化ク
ロ マ チ ン t L
た｡
Ⅳ - 13. ♂ ロ マ テ ンD NA メ テル化の定喜
杓a mshig
1 5 0)ら及び Lestou rgeon
1 5 之)らの方法を用い た｡
D N A申のメ チ ル化董定量 の場合に払 メ チ ル 化ク
ロ マ チ ンに E2SO4 を終
濃度 0.2凹 として添加 し, 泉申に30分間静置した｡ 0
℃, 17,00Ⅹg で20分間
の速心分離 により, .tl ス け を含む上滑部分とD N
A及び罪ヒ ス トンタ ン パ ク
を含む沈殿部分とに分離した ｡ 沈殿に 50mM HEPES
- NaOH(p‡7･4)- 2 % SD S
を加えて 1 郎7
｡
c と し, 50mM 旺PES-NaOE(pH7･4) 飽和phen ol を等容董加
え,
5分間ゆるやか に振塗した｡ - 1,000Ⅹgで20分間
の選心分離に より罷られ
た水屑をD N A分画 とした. ま た上清部分軌 4容姿
の etha nol を添加した
乱 - 20℃ で20時間静置 した｡ 折ぉした沈殿を, 0
℃
, 17,000xg で20分間の
速心分離 により回収し, 冷 etha n ol で 2度洗浄した後, 10
mM IEPES-NaOH
(p臥7.4) 申に溶解し, ヒ ス ト ン分画 とした｡ L
D NA分画及び ヒ ス トン分画を AaUASOL- Ⅱ に淳解し, 放射活性の潮定を行
っ た｡ また , D N A含量法 Burto n 変法
1 3 9)
, タ ン パ ク含董は Lo 打y 法
1 4 3)
により定量 した ｡
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■
一 方, 核酸塩基 レ ベ ル の 定董で は, メ チ ル 化ク
ロ マ チ ンに NaClを終演皮1M
として添加し, さらに Proteinase Kを 150p g/ml
とな る様に加え, 37
o
Cで
60分間反応させた . 反応後, 10mM EEPES
- NaOB(pn7･4) 飽和phe nol を等容量
加え, 10分間ゆるやかに振塗 した｡ A
･
c, 9,000xg で10分間遠心分離 し･･ 水層
を分取 し, これに冷 etba nol を加えて D NAを回収
した ｡ 回収した D N A杏
冷 etha n ol で2度洗浄した後, Ⅳ
- 3･と同様の操作により, 7-MeG, lo
b
-MeG
及び 3欄eA の 生成量を求めた ｡
1 5
Ⅴ 緒 =県
Ⅴ - 1. 旦 由
本章で はDM N経口投与に よ る肝艦疹発生に 対 して , 鋼注射投与に
よる発症
抑潮静果を検討 した｡
実験期間中の 生存匹数及び肝臆痕の発生率を Table i･
に, ま た成長曲線
を Fig. 1. に示す｡
実験期間中の Control 群及び Cu 群の 死亡数結わずかで あ っ
たの に対し,
D M N群で は6 ヶ月後の生存匹数は25匹か ら16匹
- と城少した ｡ 一 方, DM N
＋cu 群で は25匹申22匹が生存 して おり, D M Nによ る慢性毒性が綱投与
によ
り抑制される ことを示唆する結果が得られた ｡ こ の ことは成長曲線か らも某付
けられ る｡ すなわち, D M N群で 壮実験開始直後より捧重増加の抑制が認
めら
れたの に対し, D M N＋Cu 群で はこ の抑闇が緩和された ｡
6ヶ月後の 生存動物の 全別に つ い て剖検を行 っ た とこ ろ, Control 群及び
cu 群で は肝聴洛の発生は認め られなか っ たが, D M N群で は16匹申12匹に肝
聴蕩の 発生が認められ, そ の発生率はT5･0 %で あ っ た｡ これに対し･ DM N
＋
cu 群で は肝聴蕩の発生率辻31.8 % となり, 銅投与に より肝艦蕩の 発生が有意
に(P〈O.′05) 抑制された｡
なお, 6 ヶ月間のD M N摂取喜は, D M N群で は 146喝 /ラ ッ ト D M N＋
cu 群で 法 1477rq/ラ ッ トで あ っ た ｡
1 6
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1 8
v - 2. D M Nに よるラ ッ ト肝D N A メチ ル化に対する鋼の影響
Ⅴ - 1. で認められた, DM Nに よ るラ ッ ト肝腫蕩形成に対する飼の 抑間数果
の僻用培序を, 発塔の イ ニ シ エ ー シ ョ ン段階と考えられて い るD N A メ チル 化
の 面から検討した｡
2.I. 肝D N A申の 絵メ チ ル化量
銅の 投与量10及び 207Tg/kg b.”. におい て , 〔1 4c トD N Nを投与 し, メ
チ ル化量が最大にな る と考えられて い る投与5時間後3 7) の絵メ チ ル化量を検
討 した ｡
肝D N A申の 絶メ チ ル化董は, い ずれの綱投与量にお い ても, Co ntr ol 群の
約65 %にまで抑制された (Table Ⅱ)｡
2.2. 肝D N A申の 7-胡eG およぴ 0ふ- MeG 葦
萌在最も感度良く測定で きる方法の 一 つ で ある蛍光 - H P L C1 5 3
1 1 5 B )杏
用 い , Ⅳ - 3. に従い , D N A申の 7-MeG 及び 0も ー MeG 董を求めた｡ 分離定量に
は Pa rtisil1 0SCX カラム を選び15 9), NH4E2PO4 - H3PO4 (pH2.0)- MeOH混合溶媒
によ る淳離を行 っ た (Fig. 2)｡
肝D N A中の 7- F]eG 及び 0も -MeG 董を1moI G当たりの m mol で Table Ⅱ .
に示す｡
7- ueG 量は, 10喝 /kg b. ”. まで の飼の投与で 払 投与量の増加に伴う減少
が認められ, long/kg b. w. 投与群で は Co ntrol 群の 約50 %に抑潤された｡
しか し, 207rg/kg b. ”. 投与群で は Co ntrol 群の約 1.5倍にそ の董が増加 し
た｡ 一 方, 0ふ -MeG 量も銅の投与董に応じて城少し, 10喝/kg b. ”. 以上 の投
与量で は Control 群の 約50 % とほぼ 一 定の抑闇率とな っ た ｡
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Ⅴ - 3｡ 旦 蝉 遅筆
ニ ト ロ ソ ア ミ ン系化合物は化学的に安定で あり, ア ル キル 化荊として作用す
るために は･ 生体内酵素に よる代謝清性化が必要で ある ｡ 現在, D MN の 代謝
活性化に つ いて 札 Scheme 1. に示す様な α - 水酸化に よるメ チ ル カ チオ ン の
生成機構が受け入れられて い る ” 0 - 1 ふ3'
. こ の申で, 酵素の関与は最初の α -
水酸化の み で あり･ こ の辞素活性はD M N ”- de n ethylase 活性と呼ばれ, 主
に肝ミク ロ ゾ ー ム に存在する とされて い る1 川
｡
本章で 払 こ の D MN ”- demethylase 活性に対する鋼の影響を検討した｡
3.1. D MN ”- de m ethylas e活性珊定法の検討
Ferr elly
14b) はH P LCを用い た活性測定法を胡告して い るが, この方法は
一I
使用する HP L C により珊定条件が変わる ことが考え られた｡ そ･ こでfIP L C
の分離条件に つ いて の換討を行 っ た｡
逆相分配系 Nucle
'
osi15C18カラ ム を用い , 60%CH3CN を清離液とするこ と
により, 良好な分離条件が得 られた (Fig. 3)｡
3･2･ DM N ”- dem ethyla se 活性に対す る速度論的パ ラメ ー タ ー の算tB
3･1･で確施した珊定条件に従い , 基質濃度と辞素活性との関係を検討 したと
ころ, D M N壌度0 - 10m出 と10-200mH に 各々異なる活性パ タ ー ンを認め,
Lin e we a v er - Burk プロ ッ トにより2 つ のEm 及び Vm a xが算出された (Fig. 4)｡
･3.3. 肝ミ ク ロ ゾ ー ム の 中の 鍋倉量
銅の投与董を2, 10及び 20mq/kg b. ”. とし, ミ ク ロ ゾ ー ム 中の 鋼含量を求
めた (Table Ⅳ)｡
Co ntrol 群に おい て は 6･Ong/曙 prOtein で あり, 投与量の 増加た伴う銅含
量の上昇が経められた｡
2 3
鮎 .. 帆
3.4. D M N ”-de methylas e 活性に対する鏑の影響 申
3.4.1. 鋼投与の影響 (in viヮo)
鋼投与ラ ッ トの肝臓より御製したミ ク ロ ゾ ー ム を用い , D MN ”- de m ethyla s e
活性に対する綱の影響を検討した ｡
De methylas e 活性は, 基質で あ るD M Nが3及び100mM の両液度におい て,
鋼の投与量に応じて抑制された (Table V)｡ 3mH の 場合, 10喝 /kg b. ”.
投与群で Co ntr ol 群の 的60 %に , ま た20Jrtg/kg b. ”. 投与群で は約50%に
その活性は抑制された｡ - 瓦 100mM の場合に つ い て詠め られた demethyla se
活性の 抑制効果払 3mM の 場合に比べ て弓削､もの で あ っ た｡
3.4.2. 飼添加の影響
飼イオ ンを in vitr o で添加し, ”-de m ethylase 活性に対する飼の 直接的な
影響を検討した｡
Control 群より得られたミ ク ロ ゾ ー ム を en zyme so tlr S eとした｡ 予めミ ク
ロ ゾ ー ム に各濃度の 硫酸銅溶液を添加し, 37℃で30分間の プ レイ ンキ ュ ベ - シ
訂 ンの後, 酵素反応を常時した (Fig. 5, 6)｡
3mM DM Nの 場合, 10pM の 飼添加で は Con･tr ol 群の 約80 %に, 50pM
で は約40 %8こ活性が抑制された (Fig. 5)｡ また, 100m凹 D M N の場合にも鏑の
添加量の増加に伴う活性抑制力ヾ 経め られ, 10 州添加時に Contr ol 群の約80%
の活性とな っ た (Fig. 6)｡
3.4.3. E D T A添加の影響
E I?TA の 添加により, 肝ミク ロ ゾ ー ム 申の銅の 除去が N- demethyl｡ s e活
性を変動させ るか否かを検討 した｡
鋼投与各群のミク ロ ゾ ー ム を e n zyme
L
s o u r s eとし, 予めE D T Aを終演度
1mH として 添加し･ 37
･
cで30分間の プ レイ ンキ ュ ベ - シ ョ ン の 乱 酵素革応
2 4
を開始した (Fig. 7, 8)｡
い ずれの D M N洩度にお い て も･ E D T A によ る Control 群の N-de m et
～
hylase
活性に対する影響は認められず, ま た飼投与により抑制された活性の 回復は認
められなか っ た｡
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3 4
Ⅴ - 4･ 迎 型
鋼及び銀の 影響
Ⅴ - 2･及びⅤ - 3･ における検討より, D M N による D N A メ チル化の初期的
な段階と考えられる D M N ”- de m ethyla se 活性の 抑制が, D N A申の 7_MeG
及び Ob- HeG 董の 減少の 一 因で ある ことが推察され た｡
一 方, 銅は橡分画中に多く存在することが紐められて い るI Z4' こ とから,
鋼と D N Aとの 直接的な相互作用が D N A メ チル化の抑制に関与 して い る可能
性も考え られた｡ そ こで代謝清性化を必要と しない M NUを用い , 精製核D N A
メ チ ル化の面か ら, 抑制機序を検討した｡
なお銀は, ラ ッ トに投与 した場合に, 銅と同様に検分画 ヘ の 分布が多い こと
が認められて おりIZ 4' , 橡酸との相互作用も鋼と最も良く類似すると考えられ
11
て い る l ム5' ” b) ため, 鋼と の比較として用いた｡
4.1. 精製橡申の謝金童
銅の 投与量を1, 2, 5及び ユ地 /kg b. ”. とし, 精選披中の銅含量%, 1g
当りの n m ol でTable
.
Ⅵ に示す｡
鏑を投与しな い Co ntr ol 群にお い ても約 1.6n m ol/g の鋼の 存在が認めら
れ, また, 投与喜の 増加に伴う精裳核中へ の銅の 蓄積が認められた｡
4.2. D N A メ チル 化に対する鋼の影響
銅を投与したラ ッ トの 肝減より核を分離精製し, in vitro におい て M N U
に よるメ チ ル化反応を行 っ た ｡
精製橡D N A中の 7- MeG 及び 0ム ー MeG 喜を1m oI G 当りの m m .1 で
Table Ⅶ . に示す｡
Control 群において, 7- MeG 量に対する 0ふ- MeG 董の 比 は約0.1で あり,
D M N によ る肝D N A メ チル 化の場合と同様の比を得た｡
3 5
7- 鵬 蚤を見 ると, 銅の 投与により有意にそ の生成が抑制され, 2喝/kg
b･ w･ 投与で すで に Co ntr ol 群の 約60 %8=, long/kg b. 机 投与で は約50 %
にまで抑制された｡ ま た･ OB -HeG に関して も同様で あり, 10喝 /kg b. ”. で
やはりCo ntrol 群の 約50 %8こそ の量は減少した｡
4.3. 精製橡中の 銀含量
銀と して5, 10･ 20及び 30喝 /kg b･ 机 の用喜を投与した場合に つ い て橡
申の銀含量も 肝臓1g 当りの n mol で Table Ⅷ に示す｡
銀の投与喜に応じて鎌倉登は増加し, 30一昭/kg b. ”. 投与群の6.30 = ol が,
飼と して 21.q と5喝 /kg b･ w･ の間の用量を投与した場合の 蓄積貴に相当す
るこ とが判明した｡ なお･ Co ntr ol 群に おける銀含量は検出限界以下で あ っ た｡
4･4. D NA メ チル化に対する銀の 影響
4･2･と同様に して ･ D NA メ チル 化に対す る銀の影響を検討した (Table Ⅸ)｡
0ム ー MeG 豊払 5 喝/kg b･ w･ 投与で Contr ol 群の60 %に まで抑卸さ れ,
20曙/kg b･ ”･ 以上 の投与群で 削まぽ 一 定の 抑STJ率とな っ た｡ これに対し,
7- MeG 喜は, 用 い たい ずれ の投与量に おい て も, ほとん ど抑制され なか っ た｡
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In vitr o 系にお いて
, 橡酸塩基 へ の親和性は飼, 級, 水銀の 頓に 強くなる
とされており1 3 1),
I
- 一方･ べ T” ウ ム の D N Aとの相互作用部位は主にリ ン酸
残基で あると考えられて い る1 3 7)
｡ そこで 仔牛胸腺D NA に対し, これらの金
属を in vitr o で 添加した場合の DN A メ チル 化 へ の 影響を, M N Uを用い て
比較検討した ｡ なお本実験系にお い て昧 3- Me且 の 生成に つ い ても測定を行 っ
た｡
5･1･ 3-MeA 謝定法の 検討
3- MeA は変異原性と の関連, さ らに は発塔 へ の関与が推定されて おり1 ム ト 1- ,
そ の 定量に はH PL Cが用い られて い る = 0- 1 7 2)
｡ また, 3- MeA はⅣ - 3.で 述
べ た 中性加水分解により･ 7-MeG と同様に上婿部分に遊離される ことが認めら
れて い る14 0)
｡ そ こで, 3- MeA 定量に つ い て の 条件換討を行 っ た｡
7- HeG 及び o占 - MeG の定豊の場合と同様に, Partisi ト10SCX カラ ム と
･NI4E2PO4- H3PO4 (pH2･0トHeOEを用い卑ことに より, 良好な分離定量の条件
が侍られた (Fig. 10)｡
5･2･ DN A メ チル 化に関す る基礎的換計
仔牛胸腺D N Aの in vitr o で の メ チ ル化を行うにあたり, M NUの 分解速
度に対する金属イオ ンの 影響, D N A とM N Uとの反応時間, M NU の 線度変
化によるメ チ ル 化宴の 変動及び D N A量の変化によ るメ チ ル 化喜の変動に つ い
て の 検討を行 っ た｡
軌 銀, 水銀及び べ … ウ ム に よる M NU の分解速度↑の影響は, い ずれ の
金属イ オ ン におい て もM N U量に対する豊 (m etal io n/M N U;モ ル 比) が,
11･6×10
- 2まで の範囲で は認められなか っ た (Table X)｡
100p g DN Aを 0･56mH MN Uと反応させ る場合に つ い て, 反応時間の 検
静を行 っ たとこ ろ, 45分以上の反応に おい てメ チ ル 化董は 一 定とな っ た (Fig. ll)令
100pg D N Aを種々 の濃度の MN Uと60分間反応させたところ, M NU喜
の 増加に伴い メ チ ル化董は増加 した (Fig. 12)｡
0･56mH M N Uを50･ 100及び200pg D NAと60分間反応させた とこ ろ,
D N A登が増加す るに 従い , メ チ ル 化登の上昇が認められた (Fig. 13)｡
以上 の結果から, 10pg 仔牛腕腺D N A に金属イ オ ンを m etal ion/
D N A-P - 0･ 0･01, 0･05及び0･1となる様に加え, 37℃で30分間の プ レイ ン
キ ュ ペ - シ ョ ン の 後, 0･56mM M N Uと37℃で60分間反応させ るこ ととし,
D N Aメ チ ル化に対する金属の 影響を検討した｡ なお metal ion/
DN A- P -0此 ･0･0汲 び0･1 における金属イ オ ン強度は, M N Uの 分解速度
に関す る検討 (Table X) にお ける metal io n/MN U- 1.16, 5.79及び
11･6(×10
- Z) に それぞれ相当す るものであ る｡
5.3. 鏑の影響
鋼は･ Cu/D N A- P - 0･05 以上の 添加量におい て , 7- NeG 及び Ob- MeG の生
成量をともに同程度に抑御したの に対し, 3- MeA 生成に対して 馴まとん ど影響
を与えなか っ た (Table X I)｡
5.4. 銀の影響
銀の 添加に より･ 7-MeG･ Ob- MeG 及び 3鵜 A の生成は抑制されたが, 秤
制の 程度に善が認められ, 08 -HeG 生成に対する抑制効果が最も強く, 以下
7-MeG･ 8- Me且 の 噂で あ っ た (Table X Ⅱ)｡
5.5. 永銀の 影響
水銀は･ 馳/D N A- P -0･05以上の添加に より, 7-Meg, 0ムーMeG 及び
3- MeA の 生成をともに 同程度に抑制したが, そ の 抑制効果 は飼ま たは銀に比べ
4 3
.,夢
て弱い もの で あ っ た (Table X Ⅲ)｡
5.6. ベ リ リウ ム の影響
べ 7) 7)ウム の 添加に よ り･ 7- MeG 及び Ob -”eG の生成が同程度に抑樹され,･
さらにBe/D N A- P - 0･1 にお い て は･ 3- MeA 生成に対して も抑嗣効果が認め
られた (Table X Ⅳ)｡
4 4
